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FOR SUCH RNA OF AN EUEACTERIAL SPECIES AND DETECTION OF SUCH SPECIES 



57 The present invention concerns 
eubacterial primers, eubacterial 
ampl. icons, substantially different from 
each other, obtained via amplification 
using eubacterial primers of a 
biological testing sample, a process for 
amplifying the targeted ribonucleic 
region of the 16s ri ho soma] RNA of an 
eubacterial species, a method of 
detecting eubacterial species present in 
a biological sample, and the detection 

Tt: consists in a pair of 
oligonucleotide primers for 
amplification of the 16s ril L ma 1 7NA 
or the ribosornal. DNA coding the i 6s 
ribosomal RNA of the eubacterial 
species, comprising: 



a first primer with at least .10 
consecutive nucleotides from the 
sequence SEQ ID No. 1, and 
- a second primer with at least 10 
consecutive nucleotides from the 
sequence SEQ ID No. 4, 

in which the first primer may hybridize 
to the region of a first nucleotide 
sequence of an eubacterial species, and 
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first and the second m 
sequences be.i nq complementary 1 o i i ow 
extension . 

The preferred application of the 
invention is in the diagnosis d s n 
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ioy La presente invention concerne des amorces eubac- 
teriennes, des arnplicons eubacteriens, sensiblement diff6- 
rents les uns des autres obtenus par Pamplification realisee 
avec les amorces eubacteriennes au niveau d'un echan- 
tillon biologique a tester, un precede pour amplifier une re- 
gion ribonucleique cible d'un ARN ribosomal 16S d'une 
espece eubacterienne, une methode de detection d'espe- 
ces eubacteriennes presentes dans un echantillon biologi- 
que et des sondes de detection. 

Elle consiste en une paire d'amorces oligonucleotidi- 
ques pour amplifier I'ARN ribosomal 16S ou I'ADN riboso- 
mal codant pour I'ARN ribosomal 16S des especes 
eubacteriennes, qui consiste en: 

- une premiere amorce comportant au moins 1 0 nucleo- 
tides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO: 1, et 

- une seconde amorce comportant au moins 1 0 nucleo- 
tides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO: 4, 

dans lesquelles la premiere amorce peut s'hybrider a 
une region d'une premiere sequence nucleotidique d'une 
espece eubacterienne et la seconde amorce peut s'hybrider 
a une region d'une seconde sequence nucleotidique de cet- 
te meme espece eubacterienne, la premiere et la seconde 
sequences nucieotidiques, apres avoir subi une extension, 



etant complementaires. 

L'invention trouve une application preferentielle dans le 
domaine du diagnostic. 
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DESCRIPTION 

La presente invention concerne des amorces eubact enemies, des amplicons 
eubacteriens, sensiblement differents les uns des autres obtenus par ^amplification 
5 realisee avec les amorces eubacteriennes au niveau d'un echantillon biologique a tester, 
un precede pour amplifier une region ribonucleique cible d'un ARN ribosomal 16S 
d'une espece eubacterienne ou d'un ADN codant pour un tel ARN, une methode de 
detection d'especes eubacteriennes presentes dans un echantillon biologique, un kit de 
detection et des sondes de detection. 

10 Ceci peut permettre Identification d'especes presentes dans 1'echantiUon a 

tester definies ci-dessus, par exemple en utilisant des puces a oligonucleotides, 
egalement appelee biopuce, comportant tout ou partie des sondes de capture en relation 
avec les amplicons eubacteriens obtenus. Une telle invention est particulierement 
interessante dans le domaine de l'identification de micro-organismes presents dans le 

15 sang ou le serum de patients, correspondant a des cas de septicemie. 

La detection rapide dans le sang de la presence de bacteries pathogenes, 
causant une septicemie, est de la plus grande importance. L 'etat de la technique est 
constitue de diagnostics qui utilise les techniques tout a fait classiques de la 

20 bacteriologie. Ces techniques sont les suivantes. Tout d'abord, on incube un 
echantillon de sang dans un milieu de culture, puis on laisse le ou les bacierie(s) et/ou 
champignon(s) eventuellement presents croiire, jusqu'a ce qu 'une biomasse detectable 
par I 'ceil soit presente, et enfin on isole tout ou partie de cette biomasse sur un milieu 
solide pour effectuer des tests biochimiques et de susceptibilite. 

25 Une telle technique est relativement lente, au minimum trois jours, ce qui permet 

pendant ce temps aux micro-organismes, presents dans le sang, de se developper. Les 
medecins ont alors tendance a prescrire des antibiotiques puissants pour essayer 
d'enrayer la maladie, mais le plus souvent I'antibiotique n'a pas d'effet sur le ou les 
micro-organismes a combattre. Ceci est particulierement genant car des resistances a ces 

30 antibiotiques peuvent apparaitre, du fait de contacts inappropries avec des micro- 
organismes pathogenes pouvant etre resistants. 
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II y a done une reelle necessite d'avoir ce diagnostic plus rapidement, il est alors 
plus aise de choisir l'antibiotique reellement efficace face aux micro-organismes presents 
dans le sang du patient, tout en diminuant la pression de selection de la resistance aux 
antibiotiques, et enfin, en controlant mieux les depenses medicamenteuses hospitalieres. 
5 D 'autres documents decrivent des methodes qui permettent de repondre a ces 

prohlemes en diminuant les delais de diagnostic, puisque limites a quelques hemes. 
Ces methodes sont basees svr les analyses genetiques. Par exemple, il est possible 
d'extraire une cible d'identification a base d'ARN ribosomal, mais pas exclusivement, 
d 'amplifier une region polymorphique en utilisant un jeu d 'amorces eubacteriennes, et 
10 de determiner la sequence correspondant a la region amplif ee. 

Ixt determination de la sequence peut /aire intervenir deux techniques 
differ entes. La premiere technique consiste a utiliser tout d'abord la technique 
enzymatique de Sanger suivie par une electrophorese sur gel. 

Toutefois, il n'est pas possible avec cette technique de faire de distinction entre 
15 les differentes especes qui peuvent etre preserves dans l'echantillon biologique a tester. 
Pour arriver a ce resultat, il convient done d'effectuer des tests complementaires qui 
sont realisees par Fintennediaire des techniques plus conventionnelles, qui sont lentes. 

La deuxieme technique utilise un panel de sondes oligonucleotidiques 
sped fi que s qui permettent d' identifier I'identite des amp/icons. Ainsi le brevet US-A- 
20 5,635,348 propose une methode pour determiner la presence d'un polynucleotide de 
bacteries a Gram negatif dans un echantillon suspecte d'en contenir, dans lequel ledit 
polynucleotide bacterien comprend une region cible choisie. Cette methode comprend 
les etapes suivantes : 

(a) amplif cation de la region cible, si celle-ci est presente, jusqu'd un niveau 
25 delectable, 

(b) incubation de la region cible amplif ee, si celle-ci a ete amplif ee, par 
Vintermediaire d'une sonde polyrtucleotidique consistant en une sequence nucleique 
selectionnee dans le groupe svivant : 

' 5'-GACGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTC-3', et sa sequence complementaire, et 
30 • 5'-GACGTAAGGGCCA TGAGGACTTGACGTC-3', et sa sequence complementaire, 
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sous des conditions qui permettent I -hybridation de la sonde d la region cible 
amplijiee. et 

(c) detection des hybrides formes entre la region cible ampliftee, s 'il y en a une, et la 
sonde polyrmcleotidique. 

Pourtant, cette technique n'a jamais ete associee avec des amorces 
eubacteriennes encadrant une zone polymorphique adaptee a ce type de technique. 
Pourtant les avantages sont importants, et particulierement adaptes a 1' etude des 
septicemies, ou la presence de plus d'une espece de micro-organisme dans le sang est 
peu probable, mais ou le nombre d'espece de micro-organisme susceptible d'etre present 
dans ledit sang est important Le traitement de la septicemic necessite bien entendu de 
bien definir des le depart la nature du micro-organisme present. 

Meme si de nombreuses amorces d'amplification enzymatique ciblant l'ADN ou 
l'ARN ribosomal 16S ont ete decrites, cependant aucune d'entre elles ne combinent les 
caracteristiques suivantes, conformernent a la presente invention : 

- specificite eubacterienne la plus large possible, 

- sensibilite maximum (idealement une copie), et 

- encadrant une zone polymorphique permettant ridentification d'un grand nombre 
d'especes bacteriennes. 

A cet effet, la presente invention concerne une amorce oligonucleotidique pour 
amplifier l'ARN ribosomal 16S ou l'ADN ribosomal codant pour l'ARN ribosomal 16S, 
qui consiste en une sequence comportant au moins 10 nucleotides successifs pris dans la 
sequence SEQ ID NO : 1 et/ou SEQ ID NO : 4 et/ou SEQ ED NO 1 1 et/ou SEQ ID 
NO: 14, dans laquelle l'amorce peut s'hybrider a une region d'une sequence 
nucleotidique d'une espece eubacterienne. 

Preferentiellement, F amorce issue de la sequence SEQ ED NO : 1 est constitute 
de SEQ ED NO : 2 ou SEQ ED NO : 3, 1' amorce issue de la sequence SEQ ED NO : 4 
est constiruee de SEQ ED NO : 5 ou SEQ ID NO : 6 ou SEQ ED NO 7 ou SEQ ED 
NO : 8, 1' amorce issue de la sequence SEQ ED NO : 11 est constituee de SEQ ID NO : 
12 ou SEQ ED NO 13, et l'amorce issue de la sequence SEQ ED NO : 14 est constituee 
de SEQ ED NO: 15 ou SEQ ED NO : 16 ou SEQ ED NO : 17ou SEQEDNO:18 
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L'invention a egalement trait a un paire d'amorces oligonucleotidiques pour 
amplifier I'ARN ribosomal 16S ou l'ADN ribosomaJ codant pour TARN ribosomal 16S 
des especes eubacteriennes, qui consiste en : 

- une premiere amorce comportant au mo ins 10 nucleotides successifs pris dans la 
5 sequence SEQ ID NO : 1 , et 

- une seconde amorce comportant au moins 10 nucleotides successifs pris dans la 
sequence SEQ ID NO : 4, 

dans lesquelles la premiere amorce peut s'hybrider a une region d'une premiere 
sequence nucleotidique d'une espece eubacterienne et la seconde amorce peut s'hybrider 
10 a une region d'une seconde sequence nucleotidique de cette meme espece 
eubacterienne, la premiere et la seconde sequences nucleotidiques, apres avoir subi une 
extension, etant complementaires. 

Dans ce dernier cas de la paire d'amorces, la premiere amorce issue de la 
sequence SEQ ID NO : 1 est constituee de SEQ ID NO : 2 ou SEQ DD NO : 3, et la 
15 seconde amorce issue de la sequence SEQ ID NO : 4 est constituee de SEQ ED NO : 5 
ou SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7 ou SEQ ID NO : 8. 

Dans tous fes cas de figure, F amorce consiste en une sequence comportant au 
moins 15 nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO : 1 a 8 ou 1 1 a 18. 

L'amorce oligonucleotidique SEQ ID NO : 1 a 8 ou 1 1 a 18 est associee a une 
20 sequence d'acides nucleiques promotrice pour la fixation d'une polymerase. 

L'invention conceme egalement des amplicons obtenus par amplification avec 
une amorce ou Tune des paires d'amorces, decrite ci-dessus, qui est caracterises par le 
fait qu'ils consistent en une sequence constituee de trois zones differentes : 
25 - deux zones genetiquement conservees situees a chaque extremite de I'amplicon et 
permettant I' hybridation des amorces, et 

- une zone situee, entre les deux zones precedentes, apparentee a la sequence SEQ ED 
NO : 10 et ayant un pouvoir resolutif du polymorphisme d' especes par rapport a 
1' ensemble des amplicons des autres especes bacteriennes 
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Selon un mode de realisation, la zone ayant un pouvoir resolutif a une homologie 
par rapport aux autres especes bacteriennes compris entre 28 et 68 %, 
preferentiellement entre 35 et 59%, et encore plus preferentiellement entre 50 et 59 %. 

Les amplicons issus d'ARN et/ou d'ADN bacterien, correspondant a 
^amplification d'une espece bacterienne parmi un panel d'au moins 100, 
preferentiellement au moins 150 et encore plus preferentiellement au moins 200 especes 
bacteriennes potentiellement amplifiables, utilisant au plus 6, preferentiellement au plus 4 
et encore plus preferentiellement au plus 2 amorces oligonucleotidiques, chaque 
amplicon consiste en une sequence constituee de trois zones differentes : 
. deux zones genetiquement conservees situees a chaque extremite de Famplicon et 

permettant 1' hybridation des amorces, et 
• une zone situee, entre les deux zones precedentes, ayant un pouvoir resolutif du 
polymorphisme d'especes par rapport a l'ensemble des amplicons issus de 
I'amplification des autres especes bacteriennes et ayant les caracteristiques suivantes : 

- un taux d' homologie compris entre 28 et 68 %, preferentiellement entre 35 et 
59 %, et encore plus preferentiellement entre 50 et 59 % par rapport a Tune 
quelconque des especes choisies parmi le panel d' especes bacteriennes, et 

- une longueur inferieure a 1000 nucleotides preferentiellement inferieure a 500 
nucleotides. 

L'invention conceme encore un precede pour amplifier une region ribonucleique 
cible d'un brin d'acide nucleique d'une espece eubacterienne, caracterise en ce qu'ii 
comporte les differentes etapes suivantes : 

(a) hybridation, sur le brin d'acide nucleique conceme, d'une premiere amorce 
SEQ ID NO : 4 a 8, eventuellement associee a une sequence d'acides nucletques 
promotrice pour la fixation d'une polymerase, et 

(b) utilisation d'une enzyme a activite polymerase enzymatique pour etendre la 
premiere amorce arm d'obtenir un double brin d'acide nucleique. 

Selon un mode de realisation, le precede consiste, sans les etapes (a) et (b) ou 
apres les etapes (a) et (b), a effectuer 
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(c) separation d'un double brin pour obtenir deux simples brins complementaires, 

(d) hybridation sur le premier brin d'une premiere amorce, SEQ ID NO : 4 a 8, 
eventuellement associee a une sequence d'acides nucleiques promotrice pour la fixation 
d'une polymerase, hybridation sur le second brin complementaire d'une seconde amorce 
SEQ ID NO : 1 a 3, eventuellement associee a une sequence d'acides nucleiques 
promotrice pour la fixation d'une polymerase, 

(e) extension des premiere et seconde amorces afin d'obtenir deux brins d'ADN 
complementaire, contenant eventuellement une sequence promotrice, et 

(f) repetition eventuelle des etapes (c) a (e) en fonction du nombre de brin 
d'acide nucleique contenant la region ribonucleique cible que Ton souhaite amplifier. 

La sequence promotrice associee a la premiere amorce, SEQ ED NO : 4 a 8 ou 
14 a 18, est par exemple constituee par la T7, SEQ ID NO : 9. La sequence promotrice 
associee a la seconde amorce, SEQ ED NO : 1 a 3 ou 11 a 13, est par exemple 
constituee par la T3, dont la sequence n'est pas jointe mais qui est bien connue de 
rhomme du metier. 

Selon un autre mode particulier, on effectue une activite enzymatique de type 
transcriptionnelle, comme par exemple NASBA, TMA, 3SR, utilisant une activite DNA 
polymerase ADN et ARN dependante, une activite RNA polymerase et une activite 
Rnase H. 

Selon un autre mode de realisation, le simple brin d'ARN obtenu dans l'etape (f) 
est utilise comme matrice de synthese du double brin d'ADN des etapes (a) a (e), afin 
d'etablir une phase cyclique d'amplification. 

Toujours selon un autre mode de realisation, dans l'etape (b), une enzyme RNase 
H est utilisee pour separer le simple brin d'ADN du double brin ARN- ADN. 

La presente invention concerne encore une methode de detection d-'especes 
eubacteriennes presentes dans un echantillon biologique, comprenant les etapes 
suivantes : 

• prelever d'un echantillon biologique contenant au moins un ARN ribosomal 16S ou 
un ADN, codant pour l'ARN ribosomal 16S, d'au moins une espece eubacterienne, 
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- amplifier l'ARN ou ADN nbosomal 16S eubacterien dans in vitro dans un melange 
contenant au moins une activite polymerase enzymatique, et au moins deux amorces 
ayant des sequences selectionnees parmi les SEQ ID NO : 1 a 8 et 11 a 18 pour 
obtenir des acides nucleiques eubacteriens amplifies, et 

• detecter les acides nucleiques eubacteriens amplifies par detection d'un marqueur 
associe auxdits acides nucleiques eubacteriens amplifies. 

Selon un mode particulier, cette methode comporte les etapes supplemental 
suivantes : 

• ajouter a I'echantUlon biologique au moins un oligonucleotide de capture qui 
s'hybride specifiquement aux acides nucleiques eubacteriens amplifies, et au moins un 
acide nucleique qui immobilise l'oligonucleotide de capture dans des conditions 
d'hybridation pour constituer un complexe d' hybridation, et 

• separer le complexe d'hybridation par rapport aux autres constituants de l'echantillon 
biologique avant l'etape d'amplification. 

Selon un mode particulier de realisation, l'etape d'amplification amplifie l'ARN 
ou ADN 16S des especes suivantes : Abiotropha adjacens, Acinobacter bavmanii. 
Aeromonas hydrophila, Atobobium parvulum, Bacillus acidocaldarius. Bacillus brevis. 
Bacillus caldovelox, Bacillus licheniformis. Bacillus piliformis, Bacillus schlegelii, 
Bacteroidesfragilis,, Brochothrix campestris, Brucella abortus. Burkholderia cepacia, 
Burkholderia gladioli, Campylobacter coli. Campylobacter curvus, Campylobacter 
fetus fetus. Campylobacter sputorum. Citrobacter freundii. Citrobacter koseri, 
Clostridium perfringens. Corynebacierium hoagii. Corynebacterium jeikeium. 
Corynebacterium xerosis. Enterobacter aerogenes. Enterobacter cloacae. 
Enterococcus casseliflavus. Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. 
Enterococcus gallinarum. Escherichia coli, Flavobacterium meningosepticum, 
Flavobacterium odoratum, Flavobacterium thalpophilum. Fusobacterium rrucleatum, 
Fusobacterium rtucleatum animalis. Fusobacterium rrucleatum fusiforme, 
Fusobacterium rrucleatum rrucleatum, Fusobacterium rrucleatum polymorphum, 
Haemophilus influenza, Haemophilus parahaemolyticus. Haemophilus parainfluenzae. 
Haemophilus paraphrophilus, Klebsiella oxytoca. Klebsiella pneumoniae. Klebsiella 
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pneumoniae ozaenae, Klebsiella pneumoniae pneumoniae, Klebsiella pneumoniae 
rhinoscleromatis, Leuconostoc fallax, , Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc 
paramesenteroides, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri, 
Neisseria meningitidis, Pantoea agglomerans, Propioni bacterium freundenreichii, 
Propionibacterium propionicus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas citronellolis, Salmonelle agona. Salmonella bareilly. 
Salmonella blockley. Salmonella bovis morbificans, Salmonella chingola, Salmonella 
enter itidis, Salmonella give. Salmonella matopeni, Salmonella paratyphi A, Salmonella 
typhimurium. Salmonella weltevreden, Serratia marcescens, Shigella boydii. Shigella 
dysenteriae. Shigella flexneri. Staphylococcus aerophilus. Staphylococcus arlettae, 
Staphylococcus aureus. Staphylococcus auricularis. Staphylococcus capitis. 
Staphylococcus caprae, Staphylococcus carnosus. Staphylococcus caseolyticus, 
Staphylococcus chromogenes. Staphylococcus cohnii, Staphylococcus delphini, 
Staphylococcus epidermis. Staphylococcus felis. Staphylococcus gallinarum, 
Staphylococcus haemolyticus. Staphylococcus hominis / xylosus, Staphylococcus 
hyicus. Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lentus, Staphylococcus lugdunensis, 
Staphylococcus muscae str, Staphylococcus pasteuri. Staphylococcus pulvereri. 
Staphylococcus saccharolyticus. Staphylococcus saprophytics, Staphylococcus 
schleiferi. Staphylococcus sciuri, Staphylococcus simulans, Staphylococcus vitulus. 
Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus, Stenotrophomonas maltophilia. 
Streptococcus acidominimus. Streptococcus agalactiae, Streptococcus alactolytiens. 
Streptococcus anginosus. Streptococcus bovis, Streptococcus cams. Streptococcus 
caprimis, Streptococcus cecorum, Streptococcus constellatus, Streptococcus criae, 
Streptococcus cricetus, Streptococcus downei. Streptococcus dysgalactiae. 
Streptococcus equi. Streptococcus gallolyticus. Streptococcus gordonii. Streptococcus 
hansenii, Streptrococcus hyointestinalis, Streptococcus intermedius, Streptococcus 
intestinalis. Streptococcus macacae, Streptococcus milleri. Streptococcus mitis, 
Steptococcus mutans, Streptococcus parasanguis. Streptococcus parauberis, 
Streptococcus pleomorphus, Steptococcus pneumoniae, Streptococcus porcimts / 
uberis, Streptococcus porcimts, Streptococcus pyogenes. Streptococcus rattus. 
Streptococcus saccharolyticus. Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis. 
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Streptococcus sobrimts. Streptococcus suis. Streptococcus thermophilus. Streptococcus 
thoraltensis, Streptococcus uberis. Streptococcus vestibularis, Veillomlla atypica, 
Veillonella vispar, VeiUonella parvula, Xanthomonas maltophilia et Yersinia 
enterocolitica. 

Selon un autre mode particulier de realisation, l'etape de detection utilise au 
moins une sonde qui s'hybride specifiquement sur les acides nucleiques eubacteriens 
amplifies. 

Dans ce dernier cas, l'etape de detection utilise au moins une sonde marquee qui 
s'hybride specifiquement sur les acides nucleiques eubacteriens amplifies. 

Toujours selon un mode particulier de realisation, l'etape d 'amplification utilise 
une combinaison d'au moins deux amorces, une premiere amorce selectionnee parmi les 
sequences SEQ ID NO : 1 a 3 et une seconde amorce selectionnee parmi les sequences 
SEQ ID NO : 4 a 8. 

La presente invention concerne aussi un kit de detection et/ou d'identification 
d'au moins une espece eubacterienne presente dans un echantillon biologique, qui 
comprend une paire d'amorces dans laquelle : 

- une premiere amorce comporte au moins 10, preferentiellement au moins 15 
nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO : 1 a 3, et 

- une seconde amorce comportant au moins 10, preferentiellement au moins 15 
nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO : 4 a 8. 

Selon un mode particulier de realisation, la premiere amorce est associee a une 
sequence d'acides nucleiques promotrice pour la fixation d'une polymerase. 
Selon un autre mode particulier de realisation, le kit comporte au moins une sonde 
oligonucieotidique, specifique de la sequence amplifier, qui consiste en une sequence 
comportant au moins 10, preferentiellement au moins 15, et preferentiellement au moins 
20 nucleotides successifs. 

La presente invention concerne enfin une sonde de detection qui consiste en une 
sequence comportant au moins 10, preferentiellement au moins 15, nucleotides 
successifs pris dans la sequence SEQ ID NO : 1 a 8 ou 1 1 a 18, dans laquelle la sonde 
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s'hybride a une region specifique d'une sequence nucleotidique d'une seule espece 
eubacterienne. 

La technique de detection de bacteries dans le sang, telle que decrite dans la 
5 presente invention, trouve son application principale dans le domaine de la biologie 
moleculaire. Neanmoins, les memes principes sont applicables pour la multidetection 
dans le cadre par exemple de dosages immunologiques. 

Dans le cadre des techniques de biologie moleculaire, le procede peut 
comprendre, outre l'etape finale de detection qui est necessaire pour mettre en evidence 
10 la presence ou l'absence des bacteries recherchees : une etape de lyse et/ou une etape de 
purification et/ou une etape d 'amplification enzymatique. 

Par etape de ryse, on entend une etape capable de liberer les acides nucleiques 
contenus dans les enveloppes proteiques et/ou lipidiques des bacteries (des debris 
15 cellulaires qui perturbent les reactions ulterieures). A litre d'exemple, on peut utiliser les 
methodes de lyse telles que decrite dans les demand es de brevet de la demanderesse : 

• PCT/FROO/00832, deposee sous priorite du l a avril 1999, sur la lyse par sonication, 

• WO-A-OO/05338, deposee sous priorite du 23 juillet 1998, sur la lyse mixte 
magnetique et mecanique, 

20 • WO-A-99/53304, deposee sous priorite du 10 avril 1998, sur la lyse electrique, a 
noter que ce document decrit egalement un procede de separation, et 

• WO-A-99/ 15621, deposee sous priorite du 23 septembre 1997, sur la lyse 
mecanique. 

Lliomme du metier pourra utiliser d'autres methodes de lyse bien connues telles 
25 que les chocs thermiques ou osmotiques ou les traitements par des agents 
chaotropiques, tels que les sels de guanidium, voir a ce sujet le brevet US-A-5,234,809. 

Par etape de purification, on entend la separation entre les acides nucleiques des 
bacteries et les constituants cellulaires relargues dans l'etape de lyse. Cette etape permet 
30 generalement de concentrer les acides nucleiques. A titre d'exemple, on peut utiliser des 
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particules magnetiques eventuellement revetues d'oligonucleotides, par adsorption ou 
par covalence, voir a ce sujet les brevets US-A-4,672,040 et US-A-5,750,338, et ainsi 
purifier les acides nucleiques, qui se sont fixes sur ces particules magnetiques, par une 
etape de lavage. Cette etape de purification des acides nucleiques est particulierement 
interessante si Ton souhaite amplifier ulterieurement lesdits acides nucleiques. Un mode 
de realisation particulierement interessant de ces particules magnetiques est decrit dans 
les demandes de brevet deposees par la demanderesse sous les references suivantes : 

• WO-A-97/45202 sous priorite francaise du 24 mai 1996, et 

• WO-A-99/3 5500 sous priorite francaise du 6 janvier 1998. 

Dans la derniere de ces demandes de brevet, il s'agjt de particules magnetiques 
thermosensibles ayant chacune un noyau magnetique recouvert d'une couche 
intermediaire. La couche intermediaire est elle-meme recouverte par une couche externe 
a base d'un polymere susceptible d'interagir avec au moins une molecule biologjque, le 
polymere externe est thermosensible et presente une temperature critique inferieure de 
solubilite (LCST) predeterminee comprise entre 10 et 100°C et de preference entre 20 et 
60°C. Cette couche externe est synthctisee a partir de monomeres cationiques, qui 
generent un polymere ayant la capacite de lier les acides nucleiques. Cette couche 
intermediaire isole les charges magnetiques du noyau, afin d'eviter les problemes 
d'inhibition des techniques d' amplification de ces acides nucleiques. 

Un autre exemple interessant de methode de purification des acides nucleiques 
est l'utilisation de silice soit sous forme de colonne (kits Qiagen par exemple), soit sous 
forme de particules inertes (cf. Boom R et al. 1990, J. Clin. Microbiol. 28 (3) 495-503) 
ou magnetiques (Merck : MagPrep (marque deposeer) Silica, Promega : MagneSil 
(marque deposeer) Paramagnetic particles). 

D'autres methodes tres repandues reposent sur des resines echangeuses d'ions en 
colonne (kits Qiagen par exemple) ou en format particulaire paramagnetique (Whatman: 
DEAE-Magarose; cf. Levison PR et al. J. Chromatography 1998, 337-344). Une autre 
methode tres pertinente pour l'invention est celle de l'adsorption sur support d'oxyde 
metallique (societe Xtrana: matrice Xtra-Bind™) 
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Par amplification enzymatique on entend un processus generant de maniere 
exponentielle une sequence particuliere d'acides nucleiques a l'aide d'amorces 
complementaires de la matnce a amplifier par 1'action d'au moins une enzyme. Ainsi, 
pour l'amplification des acides nucleiques, il existe entre autres les techniques suivantes : 
. PCR (Polymerase Chain Reaction), telle que decrite dans les brevets US-A- 

4,683,195, US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159, et sa derivee RT-PCR (Reverse 

Transcription -PCR), notamment dans un format en une etape tel que decrit dans le 

brevet EP-A-0.569.272, 
. LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par exemple dans la demande de brevet EP- 

A-0.201.184, 

. RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069, 
. 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO-A- 
90/06995, 

. NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet 

WO-A-9 1/028 18, et 
. TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,49 1 

On parte alors d'amplicons pour designer les polynucleotides generes par une 
technique d'amplification enzymatique. 

L'etape de detection peut etre soil une detection directe par une methode 
physique, soit une methode de detection a l'aide d'un marqueur. De nombreuses 
methodes de detection existent pour la detection des acides nucleiques, voir par exemple 
Kricka et al . Clinical Chemistry, 45(4), pp. 453-458, 1999 ou Keller G.H. et al„ DNA 
Probes, 2nd Ed.. Stockton Press, 1993, sections 5 et 6, pp. 173-249), ou la demande de 
brevet EPOO/400449.5 deposee par la demanderesse sous priorite du 24 fevner 1999. 

Dans un premier mode de realisation de Invention, une methode dtiybridation a 
l'aide de sondes specifiques est raise en ceuvre pour r etape de daection. Ce mode 
d'execution particulier consiste a mettre en contact les acides nucleiques (ou amplicons) 
des micro-organismes a detecter avec une sonde de capture fixee sur un support solide, 
et capable de stiybrider specifiquement avec lesdits acides nucleiques; puis a reveler, 
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selon les methodes connues, la presence eventuelle des acides nucleiques fixes au 
support solide notamment par l'intermediaire d'au moins une sonde de capture. 

Par "marqueur", on entend un traceur capable d'engendrer un signal. Une liste 
non limitative de ces traceurs comprend les enzymes qui produisent un signal detectable 
5 par example par colorimetrie, fluorescence ou luminescence, comme la peroxydase de 
raifort, la phosphatase alcaline, la P-galactosidase, la glucose-6-phosphate 
dehydrogenase ; les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents ou 
colorants ; les groupements a densite electronique detectable par microscopie 
electronique ou par leurs proprietes electriques comme la conductivite, par les methodes 
10 d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des mesures d'impedance ; les groupements 
detectables par des methodes optiques comme la diffraction, la resonance plasmon de 
surface, la variation d'angle de contact ou par des methodes physiques comme la 
spectroscopic de force atomique, 1'effet tunnel, etc. ; les molecules radioactives comme 
32 P, 35 S ou 125 I 

15 Ainsi, le polynucleotide peut etre marque pendant l'etape d'amplification 

eazymatique, par exemple en utilisant un nucleoside triphosphate marque pour la 
reaction d'amplification. Le nucleotide marque sera un desoxyribonucleotide dans les 
systemes d'amplification generant un ADN, comme la PCR, ou un ribonucleotide dans 
les techniques d'amplification generant un ARN, comme les techniques TMA ou 

20 NASBA. 

Le polynucleotide peut aussi etre marque apres l'etape d'amplification, par 
exemple en hybridant une sonde marquee selon la technique d'hybridation sandwich 
decrite dans le document WO-A-91/19812. 

Un autre mode particulier preferentiel de marquage d'acides nucleiques est decrit dans la 
25 demande WO-A-99/65926 de la demanderesse, sous priorite du 17 juin 1998. Elle 
concerne plus particulierement des produits de marquage et de coupure des amplicons, 
lesdits amplicons ayant ainsi une taille adequate pour leur hybridation ulterieure sur des 
oligonucleotides de capture. Ces oligonucleotides de capture peuvent etre fixes sur un 
support solide. 

30 
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Des systemes d'amplifi cation du signal peuvent etre utilises comme decrit dans le 
document WO-A-95/08000 et dans ce cas, la reaction preliminaire d'amplification 
enzymatique peut ne pas etre necessaire. 

Le terme "support solide" tel qu"utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels 
peut etre immobilise un acide nucleique. Des materiaux de synthese, ou des materiaux 
naturels, eventuellement modifies chimiquement, peuvent etre utilises comme support 
solide, notamment les polysaccharides, tels que les materiaux a base de cellulose, par 
exemple du papier, des derives de cellulose tels que l'acetate de cellulose et la 
nitrocellulose, ou le dextran ; des polymeres, des copolymeres, notamment a base de 
monomeres du type styrene, des fibres naturelles telles que le coton, et des fibres 
synthetiques telles que le nylon ; des materiaux mineraux tels que la silice, le quartz, des 
verres, des ceramiques ; des latex ; des particules magnetiques ; des derives metalliques, 
des gels etc. Le support solide peut etre sous la forme d'une plaque de microtitration, 
d'une membrane, d'une particule ou d'une biopuce. 

Par « biopuce » ou « puce biologique » ou « puce a ADN », on entend un 
support solide de dimension reduite ou sont fixes une multitude de sondes de capture a 
des positions predeterminees. 

A titre d' illustration, des exemples de ces biopuces sont donnes dans les 
publications de G. Ramsay, Nature Biotechnology, 16, p40-44, 1998, F. Ginot, Human 
Mutation, 10, pl-10, 1997 ; J. Cheng et al, Molecular diagnosis, 1(3), pl83-200, 1996 , 
T. Livache et al. Nucleic Acids Research, 22(15), p2915-2921, 1994 ; J. Cheng et al. 
Nature Biotechnology, 16, p54 1-546, 1998 ou dans les brevets US-A-4,98 1,783 
(Augenlicht), US-A-5,700,637 (Southern), US-A-5,445,934 (Fodor), US-A- 5, 744,305 
(Fodor), US-A-5,807,522 (Brown). 

La caracteristique principale du support solide doit etre de conserver les 
caracteristiques d'hybridation des sondes de capture sur les acides nucleiques et de 
permettre un bruit de fond minimum pour la methode de detection. Un avantage des 
biopuces reside dans le fait qu'elles simplrfient l'utilisation de nombreuses sondes de 
capture permettant ainsi la detection multiple de micro-organismes tout en tenant 
compte du polymorphisme desdhs micro-organismes a detecter. 
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Etape 1 : Choi* de la region a amplifier : 

Cette region a ete choisie car apres calcul, die presente une longueur rmnimuale 
pour une resolution elevee des sequences en relation avec un maximum d'especes 
bacteriennes d'interet clinique. Cette region amplifies se situe dans la portion 
polymorphique 340-800 de l'ARN 16S. 

Etape 2 : Chois des amorces :_ 

Apres la selection d'une region a amplifier se situant dans la portion 
polymorphique 340-800 de l'ARN I6S, six amorces ont ete concues : 
• deux amorces dites amont sont issues de la sequence de base SEQ ED NO : 1 definie 

pour la position de ces amorces amont, de references SEQ ID NO : 2 (S4) et SEQ ID 

NO:3(Al.l),et 

. quatre amorces dites aval sont issues de la sequence de base SEQ ED NO : 4, de 
references SEQ ID NO : 5 (S9), SEQ ED NO : 6 (A2.2), SEQ ID NO : 7 (A2.1) et 
SEQ ID NO : 8 (E2.20). 

Par acide nucleique able, il faut comprendre tout ou partie d'un acide nucleique 
comportant une zone intermediaire dite de detection, qui est specifique de l'espece a 
detecter, et deux zones permettant directement (amorce amont) ou indirectement 
(amorce aval) 1'hybridation des amorces, ces deux zones encadrant la zone de detection. 

Par amorce amont, il faut entendre une amorce qui peut s'hybrider directement 
sur 1' acide nucleique cible a amplifier, en position amont par rapport a la zone de 
detection, c'est-a^iire a l'extremite 5' de cette zone, et ainsi generer 1'acide nucleique 
complementaire dudit acide nucleique cible. Par amorce aval, il faut comprendre une 
amorce qui peut s'hybrider indirectement sur 1'acide nucleique cible a amplifier, en 
position aval par rapport a la zone de detection, c'est-a-dire a l'extremite 3' de cette 
zone, et ainsi generer 1'acide nucleique complementaire dudit acide nucleique cible. 

Par hybridisation indirecte, il faut entendre que 1' amorce aval en fait s'hybride 
sur acide nucleique complementaire. En d'autres termes, 1' amorce aval peut s'hybrider 
directement sur 1'acide nucleique complementaire, en position amont par rapport a la 
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zone de detection, c'est-a-dire a I'extremite 5" de cette zone, et ainsi generer l'acide 
nucleique cible. 

II y a done huit combinaisons de jeux d' amorces, l'une aval I' autre amont, a 
tester en specificite et en sensibilite. 

Pour information, lorsque Ton utilise des techniques d'amplification 
transcriptionnelle, telles que le NASBA ou la TMA, rhomme du metier peut choisir 
preferentiellement des amorces aval comportant en leur extremite 5', la sequence du 
promoteur T7, SEQ ID NO : 9, qui est une sequence de trente nucleotides bien connue, 
pour la transcription d'ARN, qui peuvent s'hybrider ulterieurement sur la puce a ADN, 
au meme litre que les amplicons issus d'une amplification simple par PCR. D est 
egalement possible de fonctionner en PCR afin d'amplifier la sequence cible, cette 
amplification etant realiser en presence de la sequence du promoteur T7 accole a 
l'amorce aval et/ou amont, pour ensuite ajouter 1'enzyme T7 polymerase et ainsi obtenir 
des amplicons ARN. 

Cette derniere technique est particulierement interessante par la demanderesse 
puisque celled a deposee un demande de brevet WO-A-99/65926 permettant de cliver 
et de marquer les fragments d'ARN. D existe d'autres techniques pour efFectuer ce 
clivage-marquage tant sur des ADN que sur des ARN, pourtant cette technique est 
interessante par la taille des fragments d'oligonucleotides generes qui sont parfaitement 
adaptes a une hybridation sur une puce a ADN. 

Enfin, il est egalement possible d'utiliser en lieu et place des amorces 
eubacteriennes precedemment citees, c'est-a-dire les sequences SEQ ID NO 1 a 8, les 
amorces complementaires bien connues de l'homme du metier et qui correspondent aux 
sequences SEQ ID NO : 11 a 18. 

La selection du meilleur jeu d'amorces parmi les huit disponibles a oomporte 
deux etapes : 

- la recherche experimentale de la temperature d'hybridation optimale, et 

- le recherche du meilleur jeu d'amorces d'apres la specificite, la reproductibilite et la 
sensibilite de detection. 
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Etane 3 : Recherche experimentale de la temperature d'hvbridation optimale : 

Les points de fusion des amorces, c'est-a-dire quand 50% des amorces sont 
deshybridees, ainsi que la temperature optimale d'hybridation pour la PCR ont ete 
5 evalues a I'aide du logiciel OLIGO. La sequence du promoteur T7 n'a pas ete prise en 
compte pour le calcul des points de fusion. Les points de fusion des amorces, ainsi que 
la temperature optimale d'hybridation theorique pour les huit (8) combinaisons sont 
obtenus dans les conditions suivantes : 

■ temperatures d'hybridation testees pour les huit (8) combinaisons : 45, 50, 55, 60 et 
10 65°C, 

■ souches testees . E. coli (ATCC 11775T) N° API 73 08 009 et S. aureus (ATCC 
12600) N° API 87 12 082, 

■ lysats realises comme suit : 

- realisation d'un inoculum del McF en H 2 0 osmosee, 

, 5 . lyse mecanique par bille de verre vortexee sur 600(il pendant 2 minutes (mn), et 

- aliquotage en tube Eppendorf par 150ul et conservation a -20°C. 

■ reaction de PCR dans les conditions suivantes : 



- Tampon IX, 

-MgCfe 1,5 mM, 

20 - dNTP 200 pM, 

- Amorces 0,3 pM, 

-Taq 0,015 U/pl, 

- H 2 0 QSP 50 ul, et 

- Cible 2 pi de lysat. 

25 ■ cycles PCR : 



- 2 mn a 95°C, 

- 1 mn a 95°C, 

- 1 mn a 55°C, 

- 1 mn a 72°C , 

- repetition 30 fois des trois dernieres conditions, et 
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- 10 mna72°C. 





Combinaisons des amo 






T°C I Souches 


I 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


45 \E. coli 




+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


t$. aureus 


+ 






+ 


+ 


+ 




+ 


50 i E. coli 


+ 


+ 








+ 




+ 


i S. aureus 


+ 


+ 




+ 




+ 


+ 


+ 


55 \E. coli 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


! S. aureus 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


j 60 ! E. coli 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


j \ s. aureus 


+ 






+ 


+ 


+ 




+ 


65 1 E. coli 


(+) 






+ 


(+) 


+ 




+ 


j i S. aureus 


m 








(+) 









Tableau I : Temperature d'hybridation optimale des amorces 



Les resultats indiques dans le tableau 1 ci-dessus sont exprimes en + pour les 
bons resultats, en (+) pour les resultats moyens et en - pour les resultats inexploitables, 
ceci est egalement vrai pour le tableau 2 ci-apres. De plus, les paires d'amorces sont les 
suivantes : 

- combinaison 1 pour SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 5, 

- combinaison 2 pour SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 6, 

- combinaison 3 pour SEQ ID NO : 2 et SEQ ED NO : 8, 

- combinaison 4 pour SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 7, 

- combinaison 5 pour SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 5, 

- combinaison 6 pour SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 6, 

- combinaison 7 pour SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO: 8, et 

- combinaison 8 pour SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 7. 
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Ces combinaisons sont egalement utilisees dans le tableau 2 ci-apres. 
Pour les huit (8) combinaisons, la temperature de 55°C donne de tres bons 
resultats et est done retenue. 

Etane 4 : Definition du meilleur ieu d'amorces d'apres les crit eres de specificite ; 

II s'agit de verifier que ^amplification est specifique des bacteries et effective 
pour I'ensemble des souches testees, echantillonage representatif de la diversite 
bacterienne medicale. 

L'etude de specificite est realisee en deux etapes : 

• essai de selection dit « screening » des huit (8) jeux d'amorces, et 

• etude complementaire d'especes bacteriennes medicates. 

Le but de cet essai de selection est de verifier la specificite des huit (8) jeux 
d'amorces vis-a-vis des especes bacteriennes. Dix (10) especes bacteriennes, les plus 
frequemment isolees dans les hemocultures positives, I espece de bacterie anaerobie et 5 
especes de levures, comme controle negatif, ont ete testees. 

D s'agit des especes suivantes : 
. pour les especes bacteriennes aerobies : E. coli (N° ATCC 1 1775T et N° API 73 08 
009), S. aureus (N° ATCC 12600 et N° API 87 12 082), S. pneumoniae (N° ATCC 
14990 et N° API 87 10 057), K. pneumoniae (N° ATCC 7465T et N° API 78 04 
060), S. epidermidis (N° ATCC 13883T et N° API 73 08 012), K cloacae (N° 
ATCC 13047T et N° API 73 08 013), S. agalactiae (N° ATCC 13813T et N° API 
77 01 03 1), P. mirabilis (N° ATCC 29906T et N° API 92 1 1 049), E. faecatis (N° 
ATCC 19433 et N° API 76 1 1 007) et P. aeruginosa (N° ATCC 10145 et N° API 
73 09 001), 

. pour l'espece bacterienne anaerobie ; B.fragihs (N° ATCC 25285 et N° API 95 04 
033) 

• pour les levures : C albicans (N° ATCC 18804et N° API 85 04 277), C. tropicalis 
(N° ATCC 7349 et N° API 75 10 043), C. glabrata (N° ATCC 2001T et N° API 
85 10 012), C. krusei (N° ATCC 6258et N° API 74 09 013) et C parapsilosis (N° 
ATCC 22019et N° API 74 09 007). 
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Ces souches ont ete amplifiees comme decrit precedemment. 







Combinaisons 


d e s 


amorces 




Especes 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


E. coli 


+■ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 




S. aureus 


+ 




+ 






+ 






S. pneumoniae 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 




S. epidermidis 


+ 




+ 






+ 






K. pneumoniae 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




P. aeruginosa 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




E. cloacae 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 




P. mirabilis 


+ 


+ 


+ 






+ 


+ 




E, faecalis 




+ 


+ 


+ 








+ 


S. agalactiae 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


B. fragilis 


+ 
















C. albicans 


















C. tropicalis 


















C. glabrata 


















C. krusei 


















C. parapsilosis 



















Tableau 2 : Specificite des combinaisons d'amorces avec les especes bacteriennes 
5 les plus repandues et des levures 

Les huit (8) combinaisons sont 100% specifiques (aucun faux +), mais seules 
deux d'entre elles rendent des resultats positifs pour les 1 1 especes bacteriennes, il s'agit 
de la combinaison 1 SEQ ED NO : 2 et SEQ ED NO : 5 (S4 / S9) et de la combinaison 5: 
10 SEQ ID NO . 3 et SEQ ID NO : 5 (Al l / S9) 

Afin de confirmer la specificite de ces deux (2) jeux d'amorces, dix (10) autres 
especes bacteriennes ont ete testees. Ces dix (10) especes ont ete choisies d'apres les 
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frequences d'isolement et en fonction des especes non encore testees. H s'agit de C. 
freundii (N° ATCC 8090T et N° API 73 08 010), S, sanguis (N° ATCC I0556T et N° 
API 77 09 01 1), C. perfringens- (N° ATCC 13124 et N° API 78 1 1 155), //. influenzae 
(N° ATCC 33391 et N° API 85 01 113), C coli (N° ATCC 33559T et N° API 87 02 
074), S. hominis (N° ATCC 27844T et N° API 87 07 021), S. marcescens (N° ATCC 
13880T et N° API 89 03 014), S. maltophilia (N° ATCC 13637T et N° API 92 11 
069), E. enteritidis (N° ATCC 13076T et N° API 94 06 001) et A. baumanii (N° 
ATCC 19606 et N° API 92 12 046). 

Ces souches ont ete antplifiees comme decrit precedemment. 





Combinaisons des amorces 


Especes 


Combinaison 1 


Combinaison 5 


C. freundii 


+ 


+ 


S. sanguis 


+ 


+ 


C. perfringens 


+ 




H. influenzae 


+ 




C. coli 




(+) 


S. hominis 


+ 


+ 


C. jeikeium 


+ 





S. marcescens 


+ 


+ 


S. maltophilia 


+ 


(+) 


S. enteritidis 




+ 


A. baumannii 




+ 



Tableau 3 : Specificite des combinaisons d' amorces selectionnees 
avec d'autre especes bacteriennes 



15 Avec la combinaison 1, il n'y a qu'une souche negative a savoir : C. coli, alors 

qu'avec la combinaison 5, aucune souche est negative. Ainsi la specificite est legerement 
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meilleure avec SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 5, car aucune espece bacterienne n'est 
trouvee negative sur les vingt-deux (22) testees. 

Etaoe S : Etude de reproductibilite : 

5 Afin de verifier la "robustesse" des deux jeux d'amorces correspondant a la 

combinaison I, c'est-a-dire SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 5 (S4 / S9) et de la 
combinaison 5, a savoir SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 5 (Al l / S9), une etude de 
reproductibilite sur six manipulations differentes avec les 11 especes bacteriennes 
precedemment utilisees (10 especes + 1 espece d'anaerobie) ayant servi a I'etude de 
10 specificite (voir tableau 2). 

Ces souches ont ete amplifies comme decrit precedemment. Les colonnes 1 a 6 
des tableaux 4 et 5 correspondent a six (6) manipulations differentes. 





Combinaisonl f 1 


Especes 


1 


2 


3 


4 


5 




E. coli 


+ 


+ 


+ 


+ 






S. aureus 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




S. pneumoniae 


+ 


+ 




♦ 


* 




S. epidermidis 


+ 


+ 


+ 


+ 






K. pneumoniae 


+ 


+ 






+ 




P. aeruginosa 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




E. cloacae 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


P. mirabilis 


+ 


+ 


* 


+ 


+ 


♦ 


E. faecalis 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


S. agalactiae 


♦ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


B. fragilis 


+ 


+ 


+ • 


+ 


+ 


+ 



Tableau 4 : Repetabilite de la combinaison 1 pour differentes especes bacteriennes 



II n'y a qu'un resultat negatif sur six (6) resultats obtenus pour K. pneumoniae. 
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Combinaison 5 




Especes 


1 


2 


3 


4 






K coli 


+ 


+ 


+ 




+ 




S. aureus 




+ 




+ 


+ 




S. pneumoniae 




+ 


+ 


+ 


(♦) 




S. epidermidis 


+ 


+ 


+ 








K. pneumoniae 


" + 


+ 


+ 


+ 


+ 




P. aeruginosa 


+ 


+ 


♦ 


+ 


+ 


+ 


E cloacae 


+ 


+ 




+ 


+ 




P. mirabilis 


+ 


+ 




+ 


+ 




| E. faecalis 


+ 


+ 




+ 


♦ 


+ 


S. agalactiae 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




W.fragilis 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 



Tableau 5 : Repetabilite de la combinaison 5 pour differentes especes bacteriennes 



II n'y a pas de resultat negatif. 

Ainsi, l' etude de specificite donne les resultats suivants : 
la combinaison 5 donne 100% de reproductible alors que la combinaison 1 donne 
98,5 % de reproductibilite (65/66 reponses +), 

F ensemble des couples d' amorces est interessant mais les combinaisons 1 et 5 et plus 
particutierement la combinaison 5 ont prouve qu'il s'agissait de jeux d'amorces 
eubacterien-specifiques, et 

la sequence SEQ ID NO : 3 est positionnee aux coordonnees 347-364 de la sequence 
16S d' Escherichia coli (Genbank ECORRD-J01859), tandis que la partie specifique 
de la sequence SEQ ED NO : 5 est positionnee aux coordonnees 786-802 de cette 
meme sequence. 
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Eta pe 6 : Definition du meilleur ieu d'amorces d'apres les criteres de sensibilite : 

Cette etude a ete entreprise afin de determiner et comparer la sensibilite (nombre 
minimal de bacteries detectable par reaction PCR) des deux (2) jeux d'amorces sur deux 
(2) especes bacteriennes : E. coli et S. aureus. L'etude de sensibilite est realisee en 
5 utilisant comme cible PCR des lysats bacteriens bruts (non purifies) testes a differentes 
concentrations. 

Les souches utilisees sont E coli (N° ATCC 1 1775T et N° API 73 08 009), S. 
aureus (N° ATCC 12600 et N° API 87 12 082) et des lysats. 

Les lysats ont les caracteristiques suivantes 0,5 McF en H 2 OA (10 8 bacteries par 
10 millilitre (bact./ml) theorique et confirme par un denombrement. On effectue des 
dilutions en cascade au 1/10, afin d'obtenir les concentrations suivantes e: 10 6 , 10 s , 10 4 , 
10 3 , 10 2 , lOet 1 bact./ml. 

On effectue une lyse d'un echantillon biologjque de 300 ul par bille subissant un 
vortex pendant une duree de 2 mn. Puis, les lysats sont conserves a -20°C. 
15 La reaction de PCR s'effectue dans les memes conditions que precedemment, 

mais avec lOul de cible pour 90ul de volume reactionnel. 
H reaction PCR : - Tampon Gibco, 
-MgCb 1,5 mM, 

- dNTP 200 uM, 
20 - Amorces 0,3 uM, 

-Taq 0,015 U/ul Gibco, 

- H 2 0 QSP 50 ul, et 
-Cible lOulde lysat. 



I cycles PCR: -2mna95°C. 

- 1 mn a 95°C, 



- 1 mn a 55°C, 

- 1 mn a 72°C, 

- repetition 30 fois des trois dernieres conditions, et 

- 10mna72 a C. 
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La sensibilite est done etudiee sur la gamme : 10 4 - 10 3 - 10 2 - 10 - 1 - 0,1 - 0,01 
CFU par reaction PCR. V enzyme utilisee est la Taq polymerase : GIBCO et AmpliTaq 
Gold de Perkin-Elmer. 

La detection du produit PCR par coloration au bromure d'ethidium. 
5 Dans ces conditions, les resultats obtenus pour les deux (2) jeux d'amorces, la 

sensibilite sur gel (demiere bande PCR visible) est de 1 a 10 cellules d'E. coli par 
reaction PCR. Avec S. aureus, la sensibilite est identique. 

Etape 7 : Amplicons obtenus : 

10 La frequence d'isolement de micro-organismes en hemoculture est la 

suivante selon differentes analyses franchises (A et B) et americaine (C). L' analyse A est 
une etude multicentrique realisee par la demanderesse en juillet 1996 sur six hopitaux 
francais equipes d'un appareil d' hemoculture VITAL®. L'analyse B est egalement une 
etude multicentrique realisee par la demanderesse aupres de cinquante-neuf hopitaux 

15 francais (septembre a decembre 1991). Ces etudes sont disponibles aupres de la 
demanderesse. Enfin, l'analyse C est une etude d'hemoculture americaine de Frank R. 
Cockerill et al. Analysis of 281,797 Consecutive Blood Cultures Performed over an 
Eight- Year Period : Trends in Microorganisms Isolated and the Value of Anaerobic 
Culture of Blood. Clinical Infectious Diseases 1997 ; 24 : 403-18. 

20 Le tableau 6 recapitule ci-dessous l'essentiel des resultats. 







Etude A 


Etude B 


Etude C 




Especes 


Nombre 
de souches 


Frequence 
(en%) 


Nombre de 
souches 


Frequence 
(en %) 


Nombre de 
souches 


Frequence 
(en %) 


1 


Escherichia coli 


547 


31.71 


924 


28.75 


2522 


12,33 


2 


Staphylococcus aureus 


321 


18,61 


509 


15,84 


3518 


17,2 


3 


Streptococcus pneumoniae 


139 


8,06 


201 


6,25 


658 


3,22 


4 


Staphylococcus epidermidis 


105 


6,09 




0 




0 


5 


Klebsiella pneumoniae 


48 


2,78 


139 


4,32 


724 


3,54 


6 


Pseudomonas aeruginosa 


42 


2,43 


103 


3,2 


1204 


5,89 


7 


Enteroccus faecalis 


41 


2,38 




0 


971 


4,75 
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8 


inlerobactercloacae 


38 


2,2 


51 


1,59 


556 


2,72 


g 


J roteus mirabilis 


32 


1,86 


104 


3,24 


233 


1,14 


10 




29 


1,68 


62 


1.93 


187 


0,91 


11 


Staphyloccus hominis 


23 


1.33 




0 




0 


12 


lacteroides fragilis 


20 


1,16 


54 


1,68 


449 


2,19 


13 


Klebsiella oxytoca 


20 


1.16 


25 


0,78 


286 


1,4 


14 




16 


0,93 


36 


1,12 


456 


2,23 


15 


Campylobacter jejun, 


14 


0.81 




0 




0 




Streptococcus sanguis 


13 


0,75 




0 




0 




"".itrobacter frewndii 


12 


0,7 


12 


0,37 


120 


0,59 


18 




12 


0,7 




0 




0 


19 


Salmonella typhimurium 


12 


0,7 


6 


0,19 




0 






11 


0,64 




0 


116 


0,57 




Ttrep^UKolcusbovis 


11 


0.64 




0 




0 


22 


Staphylococcus haemolyticus 


9 


0,52 




0 




0 






10 


0.58 




0 


117 


0,57 


24 


Acinetobacter iwojfi 


8 


0,46 




0 




0 




Corvnebacterium jeikeium 


8 


0,46 




0 


49 


0,24 


26 


Staphylococcus coagulase (-) 


8 


0,46 


288 


8,96 


1831 


8,95 


27 


Streptococcus groupe G 


8 


0.46 




0 


82 


0,4 


28 


Proteus vulgaris 


7 


0,41 


15 


0,47 




0 


29 


Streptococcus groupe C 


7 


0,41 




0 




0 


30 


Streptococcus equisimilis 


7 


0,41 




0 




0 


31 


Streptococcus oralis 


7 


0,41 




0 




0 


32 


Candida tropical is 


6 


0,35 




0 


254 


1,24 


33 


Enterococcus faecium 


6 


0,35 




0 


125 


0.61 


34 


Enterohacter aerogenes 


6 


0,35 


5 


0,16 


265 


1,3 


35 


Streptococcus salivarius 


5 


0,29 




0 




0 


36 


Listeria monocytogenes 


4 


0,23 


12 


0,37 


45 


0,22 


37 


Neisseria meningititis 


4 


0,23 




0 




0 


38 


Streptococcus canis 


4 


0,23 




0 




0 


39 


Haemophilus influenzae 


4 


0,23 


50 


1,56 


158 


0,77 


40 


Acinetobacter baumatiii 


3 


0,17 




0 




0 


41 


Candida parapsilosis 


3 


0,17 




0 


359 


1,75 


42 


Clostridium perfringens 


3 


0.17 


30 


0,93 


59 


0,29 
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43 


Enlerobacter amnigenus 


3 


0,17 




0 




0 


44 


Enterococcus gallinarum 


3 


0,17 




0 




0 




Fusobactenum monifimm 




0,17 




0 




0 




Morganeila morgan,, 


3 


0,17 


31 


0,96 


93 


0,45 




Salmonella paratyphi 




0,17 




0 




0 






3 


0,17 




o 




0 


49 _ 


Staphylococcus sp _ 




0,17 




0 




0 




Streptococcus groupe 




0,17 




0 




0 








0,12 




0 




0 


52 


Candida albicans 


2 


0.12 


15 


0,47 


1983 


9,69 


53 


Capnocytophaga sp 


2 


0.12 




0 




0 


54 


Corytiebacterium 


2 


0.12 


7 


0,22 




0 


55 


Entervbacter agglomerans 


2 


0.12 


6 


0,19 




0 


56 




2 


0,12 




0 




0 


57 


Fusobacterium nucleatum 


2 


0,12 




0 


36 


0,18 


58 


Fusobacterium sp 


2 


0,12 


14 


0,44 


7 


0,03 


59 


Haemophilus para influenzae 


2 


0.12 




0 




0 


60 


Neisseria meningititis 


2 


0,12 


8 


0,25 




0 


61 


Providencia stuartii 


2 


0,12 




0 




0 


62 


Pseudomonas stutzeri 


2 


0.12 




0 




0 






2 


0,12 




0 




0 


64 


Streptococcus anginosus 


2 


0,12 




0 




0 


65 


Streptococcus avium 








0 




0 


66 


Streptococcus constellatus 




0.12 


0 




o 




Streptococcus mitis 








0 




0 


68 


Streptococcus sp 






98 


3,05 


146 


0,71 


69 


Actinobacillus aclinomycetem 








0 




0 


70 


Alcaligenes xylosoxidans spp 
denitrificans 


1 


0.06 




0 




0 


71 


Bacillus cereus 


1 


0.06 




0 




0 


72 


Bacillus sp 


1 


0.06 




0 




0 


73 


Bifidobacterium adolescentis 


1 


0.06 




0 




0 


74 


Brucella melitensis 


1 


0.06 




0 




0 


75 


Campylobacter colt 


1 


0,06 




0 




0 
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Zitrobacter diversus 


. 


0,06 




0 


44 


0,22 






. 


0,06 




0 


34 


0,17 






1 


0,06 




0 




0 




Corynebacterium ANF 


1 


0,06 




0 




0 


80 


Klavobacterium sp 




0,06 




0 




0 


81 


Gemella haemolysans 




0,06 




0 




0 


82 


<eclercia adecarboxylata 





0,06 




0 




0 


83 


Micrococcus roseus 


_ 


0,06 




0 




0 


84 


Aoraxella osloensis 




0,06 




0 




0 


85 


3 asteurella multocida 




0,06 




0 




0 


86 


3 eptostreptococcus 




0,06 




0 




0 


87 


Staphylococcus 
saprophyticus 





0,06 




0 




0 


88 


Staphylococcus simulans 




0,06 




0 




0 


89 


Staphylococcus -women 


1 


0,06 




0 




0 


90 


Salmonella 








1,31 




0 


91 


Salmonella group* C 


, _ 


0,06 




0 




0 


92 


Salmonella heldelberg 


1 


0,06 




0 




0 


93 


Sporobolomycetes spp 


1 






o 




0 


94 


Slomatococcus 
mucliagenosus 


1 






o 




0 


95 


Streptococcus alpha 





0,06 




0 




0 


96 


Streptococcus groupe D 




0,06 
0,06 


130 


4,04 
0 




0 
0 


97 
98 


S ' nP 

Streptococcus vest, u ns 





0,06 




0 




0 




Candida glabrata 





0,06 




0 


376 


1,84 


100 


Yersinia enterocolitica 




0,06 


5 


0,16 




0 


101 


Clostridium groupe A 




o 


29 


0,9 




0 


102 


Acinetohacter sp. 




0 


41 


1,28 


198 


0,97 


103 


Bacteroides autres que 
fragilis 




0 


41 


1,28 


49 


0,24 


104 


Candida autres qu 'albicans 




0 


11 


0,34 




0 


105 


Propionibacterium sp. 




0 


10 


0,31 




0 


106 


Haemophilus autres 
qu'influenzae 




0 


9 


0,28 




0 


107 


Campylobacter sp 




0 


8 


0,25 




0 
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103 


. r 

Postanal- 




0 


6 


0.19 




0 








0 


5 


0,16 




0 


110 


Fusobaclerium groupe G 




0 


12 


0,37 




0 


111 


Clostridium autres que 




0 


10 


0.31 




0 


112 


Brucella sp 




0 


5 


0,16 




0 


113 


levures autres que Candida 




o 


4 


0.12 




0 


114 


Streptocoques viridans 




0 




0 


573 


2.8 


115 


Vulrinionnaly variant Strepto 




0 




0 


77 


0,38 


116 


Other Gram{+) bacilli than 
Usteria and Coryne 




0 




0 


472 


2,31 


117 


Other Enterobaclenaceae 




0 




0 


154 


0,75 


118 


Other Gram(~) bacilli 
(HACEK grou p)* 




0 




0 


55 


0,27 


119 


Other Gram(-) bacilli 




0 




0 


77 


0,38 


120 


Prevotella 




0 




0 


28 


0.14 


121 


Fusobacterium necrophorum 




0 




0 


16 


0.08 


122 
123 


Clostridium ramosus 




0 




0 


29 


0,14 


Clostridium clastridioforme 




0 




0 


10 


0,05 


124 


Autres Clostridium 




0 




0 


93 


0,45 


125 


F.ubacterium species 




0 




0 


32 


0,16 








0 




0 


9 


0,04 


127 


Peptostreplococcus species 




0 




0 


40 


0,2 


128 


Veillonella species 




0 




0 


22 


0,11 


129 


Autres anaerobies 




0 


41 


1.28 


7 


0,03 


130 


Cryptococcus neoformans 




0 




0 


123 


0.6 


131 


Histoplasma capsulatum 




0 




0 


181 


0,88 


132 


Autres levures el 
champignons 




0 




0 


148 


0,72 




Total 


1725 


100 


3214 


100 


20456 


100 



* = Haemophilus aphrophilus, ActinobacUlus actinomycetemcomitans, 
Cardiobacterwm hominis, Eikenella corodens et KingeUa kingae. 



Tableau 6 . Frequence d'isolement de micro-organismes en hemoculture 
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Si Ton compare chaque amplicon un a un pour chaque espece precedemment 
etudie, cet amplicon a une homologie qui est au minimum comprise entre 28 et 68 %, 
preferentiellement entre 35 et 59 %, et encore plus preferentiellement entre 50 et 59 % 
par rapport a Tune quelconque des especes choisies parmi le panel d'especes 
bacteriennes. 

Le tableau 7 ci-apres recapitule les resultats obtenus en fonction du taux 
d'homologie et du nombre d'especes. 



Pourcentage 


Nombre d'especes ayant 


Pourcentage d' espece ayant 


d'homologie 


cette homologie 


cette homologie 


Moins de 30 % 


1 


0,3 


De 30 a 34 % 


2 


0,7 


De 35 a 39 % 


5 


1,7 


De 40 a 44 % 


7 


2,4 


De 45 a 49 % 


22 


7,5 


De 50 a 54 % 


191 


65,2 


De55a59% 


61 


20,8 


Plus de 59 % 


4 


1,4 


Total 


293 


100,0 



Tableau 7 . Resultats obtenus en fonction du taux d'homologie et du nombre d'especes 



Un exemple d'amplicon est decrit en relation avec la sequence SEQ ID NO ; 10, 
qui correspond a une sequence d'acides nucleiques de 441 nucleotides amplifiee par 
rinterrnediaire d'une amorce amont 5' et d'une amorce aval 3' a partir de I'espece 
bacterienne Escherichia coli. 

A noter que sur la liste de sequences jointes a propos des SEQ ID NO : 1 a 8 et 
U a is, les amorces etant eubacteriennes peuvent etre extraites de toutes les autres 
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especes decrites dans cette demande de brevet. A contrario, la SEQ ID NO : 10 est 
specifique ^Escherichia coli. 

Enfin les sequences SEQ ID NO : 1 a 8 et 1 1 a 18 peuvent egalement etre 
utilisees, comme cela est bien connu de I'homme du metier, en tant que sondes de 
detection de bacteries. 



32 



2811321 



LISTE DE SEQUENCES 



<1 10> BIOMERIEUX 

5 <120> Amplification d'une region ribonucleique cible (fun ARM ribosomal 16S ou ADN 
codant pour un tel ARN d'une espece cubacterienne et detection de telles especes 

<130>PUCESBF 

10 <140> 
<141> 

<160> 18 

15 <170>Palentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211>23 
20 <212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<400> 1 

tacgggaggc agcagtgggg aat 23 

25 

<210> 2 
<211> 15 
<212> ADN 
30 <213> Escherichia coli 

<40O>2 

tacgggaggc agcag 15 

35 

<210>3 

<211> 18 

<212> ADN 

<2 1 3> Escherichia coli 

40 

<400> 3 

gaggcagcag tggggaat 18 



45 <210>4 
<211>38 
<212>ADN 
<213> Escherichia coli 

50 <400> 4 

ctaccagggt atctaatcu gtttgctccc cacgcttt 38 



<210>5 
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<211> 17 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<40O>5 

ctaccagggt atctaat 



<210> 6 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<400>6 

ctaatcttgt ttgctccc 



<210>7 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<400>7 

gtttgctgcc cacgcttt 



<2 10> 8 

<2U> 20 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<40O> 8 

tctaatcttg tttgctcccc 



<210> 9 
<211>29 
<212> ADN 
<213> Promoteur 77 

<400> 9 

taatagactc actataggga ggaggatta 



<210> 10 

<211>441 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 



<400> 10 

gggaggcagc agtggggaat attgcacaal gggcgcaagc ctgatgcagc catgccgcgt 60 
gtatgaagaa ggccttcggg ttgtaaagta ctncagcgg ggaggaaggg agtaaagtta 120 
atacctttgc tcattgacgt tacccgcaga agaagcaccg gctaartccg tgccagcagc 180 
cgcggtaata cggagggtgc aagcgltaat cggaattact gggcgtaaag cgcacgcagg 240 
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cggtttgtta agtcagatgt gaaatccccg ggctcaacct gggaactgca tctgatactg 300 
gcaagcttga glctcgtaga ggggggtaga attccaggtg tagcggtgaa atgcgtagag 360 
aictggagga ataccggtgg cgaaggcggc cccctggacg aagactgacg ctcaggtgcg 420 
aaagcgtggg gagcaaacag g 44 1 



<210>11 
<211>23 
<212> ADN 
10 <213> Escherichia coli 

<400> 11 

attccccact gctgcctccc gta 23 

15 

<210> 12 

<211> 15 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

20 

<400> 12 

ctgctgcctc ccgta 15 



25 <2IO>!3 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 

30 <400> 13 

attccccact gctgcctc 18 



<210> 14 
35 <211>38 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<400> 14 

40 aaagcgtggg gagcaaacaa ganagatac cctggtag 38 



<210> 15 
<2U> 17 
45 <212>ADN 

<213> Escherichia coli 

<400> 15 

attagatacc ctggtag 17 

50 

<210> 16 
<211> 18 
<212> ADN 
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<2 1 3> Escherichia coli 
<400> 16 

gggagcaaac aagattag 18 



<210> 17 
<211>18 
<212> ADN 
10 <213> Escherichia coli 

<400> 17 

aaagcgtggg gagcaaac 18 



<210> 18 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

20 

<400> 18 

ggggagcaaa caagatlaga 20 
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REVINDICATIONS 

1. Amorce oligonucleotidique pour amplifier I'ARN ribosomal 16S ou I'ADN 
5 ribosomal codant pour TARN ribosomal 16S, qui consiste en une sequence comportant 
au moins 10 nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO : 1 et/ou SEQ ID 
NO : 4 et/ou SEQ ID NO : 11 et/ou SEQ ID NO : 14, dans laquelle 1' amorce peut 
s'hybrider a une region d'une sequence nucleotidique d'une espece eubacterienne. 

10 2. Amorce, selon la revendication 1, caracterisee par le fait que l'amorce issue de 

la sequence SEQ ID NO : 1 est constituee de SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. que 
l'amorce issue de la sequence SEQ ID NO : 4 est constituee de SEQ ED NO : 5 ou SEQ. 
ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7 ou SEQ ID NO : 8, gjue l'amorce issue de la 
sequence SEQ ID NO : 1 1 est constituee de SEQ ID NO : 12 ou SEQ ED NO : 13, et 

15 gue I'aniorce issue de la sequence SEQ ID NO : 14 est constituee de SEQ ED NO : 15 
ou SEQ ID NO . 16 ou SEQ ED NO : 17 ou SEQ ED NO : 18. 

3. Paire d'amorces oligonucleoudiques pour amplifier I'ARN ribosomal 16S ou 
PADN ribosomal codant pour I'ARN ribosomal 16S des especes eubacteriennes, qui 
20 consiste en : 

- une premiere amorce comportant au moins 10 nucleotides successifs pris dans la 
sequence SEQ ED NO 1, et 

- une seconde amorce comportant au moins 10 nucleotides successifs pris dans la 
sequence SEQ ID NO . 4, 

25 dans lesquelles la premiere amorce peut s'hybrider a une region d'une premiere 
sequence nucleotidique d'une espece eubacterienne et la seconde amorce peut s'hybrider 
a une region d'une seconde sequence nucleotidique de cette meme espece 
eubacterienne, la premiere et la seconde sequences nucleotidiques, apres avoir subi une 
extension, etant cornplementaires. 
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4. Paire d'amorces, selon la revendication 3, car acterisee par l e_fait_flue la 
premiere amorce issue de la sequence SEQ ID NO : 1 est constitute de SEQ ID NO : 2 
ou SEQ ID NO : 3, et que la seconde amorce issue de la sequence SEQ ID NO : 4 est 
constituee de SEQ ID NO 5 ou SEQ ID NO : 6 ou SEQ ID NO : 7 ou SEQ ID NO : 



5. Amorce, selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracteriMe^arJe 
fait qu elle consiste en une sequence comportant au moins 15 nucleotides successes pris 
dans la sequence SEQ ID NO : 1 a 8 ou 1 1 a 1 8. 

6. Amorce, selon I'une quelconque des revendications 1 a 5,-caoctensie_paLje 
fait que l'amorce oligonucleotide SEQ ID NO : 1 a 8 ou 1 1 a 18 est associee a une 
sequence d'acides nucleiques promotrice pour la fixation d'une polymerase. 

7. Amplicons issus d'ARN et/ou d'ADN bacterien, correspondant a 
Tamplification d'une espece bacterienne parmi un panel d'au moins 100, 
preferentiellement au moins 150 et encore plus preferentiellement au moins 200 especes 
bacteriennes potentiellement amplifiables, utilisant au plus 6, preferentiellement au plus 4 
et encore plus preferentiellement au plus 2 amorces oligonucleotidiques, chaque 
amplicon consiste en une sequence constituee de trois zones differentes : 

. deux zones genetiquement conserves situees a chaque extremite de l'amplicon et 
permettant l'hybridation des amorces, et 

. une zone situee, entre les deux zones precedentes, ayant un pouvoir resolutif du 
polymorphisme d'especes par rapport a 1'ensemble des amplicons .ssus de 
('amplification des autres especes bacteriennes et ayant les caracteristiques suivantes : 

- un taux d'homologie compris entre 28 et 68 %, preferentiellement entre 35 et 
59 %, et encore plus preferentiellement entre 50 et 59 % par rapport a l'une 
quelconque des especes choisies parmi le panel d'especes bacteriennes, et 

- une longueur inferieure a 1000 nucleotides preferentiellement inferieure a 500 
nucleotides. 
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I Alliens, selon la revocation 7, obtenus par antpnncanon avec une 
amorce ou Tune des paires d'antorces, selon fun, quelconque des revendicat.ons 1 a 6, 
qui consistent en une sequence constitute de trois zones differentes : 
. deux zones genedquemen, conserve situees a chaque extremite de .'amphcon e, 
permettant 1' hybridation des amorces, et 

. U ne zone situee, entre les deux zones precedentes, apparent a la sequence SEQ ID 
NO : 10 et ayant un pouvoir resolutif du polymorphisme d'especes par rapport a 
Tensemble des amplicons des autres especes bacteriennes. 

9 Amplicons, selon la revocation 8, c^Mi^^ la zone ayant 
un pouvoir resolutif a une homology par rapport aux autres especes bacteriennes 
compris entre 28 et 68 %, preferentiellement entre 35 et 59%, et encore plus 
preferentieUement entre 50 et 59 %. 

10 Procede pour amplifier une region ribonucle.que cible d'un brin d'acide 
nucleique d'une espece eubacterienne, c^ctemiMLce^il comporte les differentes 
etapes suivantes : 

(a) hybndation, sur le brin d'acide nucleique conceme, d'une premiere amorce 
SEQ ID NO : 4 a 8, eventuellement associee a une sequence d'acides nucleiques 
promotrice pour la fixation d'une polymerase, et 

(b) utilisation d'une enzyme a activite polymerase enzymatique pour etendre la 
premiere amorce afin d'obtenir un double brin d'acide nucleique. 



U. Procede, selon la revendication 10, cjr^ensAmce^il consiste, sans les 
etapes (a) et (b) ou apres les etapes (a) et (b), a effectuer : 

(c) separation d'un double brin pour obtenir deux ample* brins complement's, 

(d) hybridation sur le premier brin d'une premiere amorce, SEQ ED NO : 4 a 8, 
eventuellement associee a une sequence d'acides nucleiques promotrice pour la fixation 
d'une polymerase, hybridation sur le second brin complement' d'une seconde amorce 
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SEQ ED NO : 1 a 3, evenruetlement associee a une sequence d'acides nucleiques 
promotrice pour la fixation d'une polymerase, 

(e) extension des premiere et seconde amorces aftn d'obtenir deux brins d'ADN 
complementaire, contenant eventuellemem une sequence promotrice, et 

(f) repetition eventuelle des etapes (c) a (e) en fonction du nombre de brin 
d'acide nucleique contenant la region ribonucleique cible que Ton souhaite amplifier. 

12. Procede, selon la revendication 11, caracterise en ce qu e le simple brin 
d'ARN obtenu dans l'etape (f) est utilise comme matrice de synthese du double brin 
d'ADN des etapes (a) a (e), afin d'etablir une phase cyclique d'amplification. 

13. Procede, selon l'une quelconque des revendications 10 a 12, caracterise en 
ce que , dans l'etape (b), une enzyme ARNase H est utilisee pour separer le simple brin 
d'ADN du double brin ARN-ADN. 

14. Methode de detection d'especes eubacteriennes presentes dans un echantillon 
biologique, comprenant les etapes suivantes : 

• prelever d'un echantiUon biologique contenant au moins un ARN ribosomal 16S ou 
un ADN, codant pour l'ARN ribosomal 16S, d'au moins une espece eubacterienne, 

• amplifier l'ARN ou ADN ribosomal 16S eubacterien in vitro dans un melange 
contenant au moins une enzyme ayant une activate polymerase, et au moins deux 
amorces ayant des sequences selectionnees parmi les SEQ ED NO : 1 a 8 et 1 1 a 1 8 
pour obtenir des acides nucleiques eubacteriens amplifies, et 

• detecter les acides nucleiques eubacteriens amplifies par detection d'un marqueur 
associe auxdits acides nucleiques eubacteriens amplifies. 

15. Methode, selon la revendication 14, caracterisee en ce qu' elle comporte les 
etapes supplementaires suivantes : 

• ajouter a 1'echantillon biologique au moins un oligonucleotide de capture qui 
s'hybride specifiquement aux acides nucleiques eubacteriens amplifies, et au moins un 
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acide nucleique qui immobilise l'oligonucleotide de capture dans des conditions 
d'hybridation pour constituer un complexe d' hybridation, et 
. separer le complexe d'hybridation par rapport aux autres constituants de l'echantiUon 
biologique avant l'etape d'amplification. 

16. Methode, selon Tune quelconque des revendications 14 ou 15, caracterisee 
en ce q ue l'etape d'amplification amplifie l'ARN ou ADN 16S des especes suivantes : 
Abiotropha adjacens, Acinobacter baumanii, Aeromonas hydrophila, Atobobium 
parvulum, Bacillus acidocaldarius. Bacillus brevis, Bacillus caldovelox, Bacillus 
licheniformis. Bacillus piliformis, Bacillus schJegelii, Bacteroides fragilis, Brochothrix 
campestris. Brucella abortus, Burkholderia cepacia, Burkholderia gladioli. 
Campylobacter coli, Campylobacter curvus, Campylobacter fetus fetus, Campylobacter 
sputorum. Citrohacter freundii, Citrobacter koseri, Clostridium perfringens, 
Corynebacterium hoagii, Corynebacierium jeikeium, Corynebacterium xerosis, 
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus casseliflavus, 
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum, Escherichia 
coli, Flavobacterium meningosepticum, Flavobacterium odoratum, Flavobacterium 
thalpophilum. Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium rtucleatum animalis, 
Fusobacterium nucleatum fusiforme, Fusobacterium nucleatum nucleatum, 
Fusobacterium nucleatum polymorphum. Haemophilus influenza, Haemophilus 
parahemolyticus, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, 
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae ozaenae, Klebsiella 
pneumoniae pneumoniae, Klebsiella pneumoniae rhinoscleromatis, Leuconostoc fallax, 
Leuconostoc mesenteroides, Uuconostoc paramesenteroides. Listeria irmocua, Listeria 
monocytogenes. Listeria seeligeri, Neisseria meningitidis, Fantoea agglomerans, 
Propioni bacterium freundenreichii , Propionibacterium propionics, Proteus mirabilis, 
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas citronelloiis, Salmonelle 
agona. Salmonella bareilly, Salmonella blockley. Salmonella bovis morbificans. 
Salmonella chingola, Salmonella enteritidis. Salmonella give, Salmonella matopeni. 
Salmonella paratyphi A, Salmonella typhimurium, Salmonella weltevreden, Serratia 
marcescens, Shigella boydii, Shigella dysenteriae. Shigella flexneri. Staphylococcus 
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aerophilus, Staphylococcus arlettae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
auricularis. Staphylococcus capitis. Staphylococcus caprae. Staphylococcus camosus. 
Staphylococcus caseolyticus, Staphylococcus chromogenes. Staphylococcus cohnii. 
Staphylococcus delphini, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus felis. 
Staphylococcus gallinarum, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis / 
xylosus. Staphylococcus hyicus, Staphylococcus kloosii, Staphylococcus lentus. 
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus muscae sir. Staphylococcus pasteuri. 
Staphylococcus puhereri. Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus 
saprophytics. Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus 
simulans. Staphylococcus vitulus. Staphylococcus warrteri, Staphylococcus xylosus, 
Stenotrophomonas maltophilia. Streptococcus acidominimus. Streptococcus agalactiae. 
Streptococcus alactolytiens. Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, 
Streptococcus canis, Streptococcus caprirrus. Streptococcus cecorum. Streptococcus 
constellatus, Streptococcus criae. Streptococcus cricetus, Streptococcus downei, 
Streptococcus dysgalactiae. Streptococcus equi. Streptococcus gallolyticus. 
Streptococcus gordonii. Streptococcus hansenii, Streptrococcus hyointestinalis. 
Streptococcus intermedius. Streptococcus intestinalis, Streptococcus macacae, 
Streptococcus mifleri, Streptococcus mitis, Steptococcus mutarts. Streptococcus 
parasanguis. Streptococcus parauberis. Streptococcus pleomorphus, Steptococcus 
pneumoniae. Streptococcus porcinus / uberis. Streptococcus porcinus. Streptococcus 
pyogenes. Streptococcus rattus. Streptococcus saccharolyticus. Streptococcus 
salivarius. Streptococcus sanguis. Streptococcus sobrinus. Streptococcus suis. 
Streptococcus thermophilus. Streptococcus thoraltensis, Streptococcus uberis. 
Streptococcus vestibularis, Veilloneila atypica, Veillonelta vispar, Veillonella parvula, 
Xanthomonas maltophilia et Yersinia enterocolitis. 

17. Methode, selon Tune quelconque des revendications 14 a 16, caxacterisee_en 
cegue l'etape de detection utilise au moins une sonde qui s'hybride specifiquement sur 
les acides nucleiques eubacteriens amplifies. 
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18. Methode, selon la revendication 17, caracterisee jm_cg_3ue I'etape de 
detection utilise au moins une sonde marquee qui s'hybride specifiquement sur les acides 
nucleiques eubacteriens amplifies. 

19. Methode, selon 1'une quelconque des revendications 14 a 18, caracterisee en 
ce que I'etape d'ampiification utilise une combinaison d'au moins deux amorces, une 
premiere amorce selectionnee parmi les sequences SEQ ID NO : 1 a 3 et une seconde 
amorce selectionnee parmi les sequences SEQ ED NO : 4 a 8. 

20. Kit de detection et/ou d'identification d'au moins une espece eubacterienne 
presente dans un echantiUon biologique, qui comprend une paire d' amorces dans 
laquelle : 

- une premiere amorce comporte au moins 10, preferentiellement au moins 15 
nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ED NO : 1 a 3, et 

- une seconde amorce comportant au moins 10, preferentiellement au moins 15 
nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ID NO : 4 a 8. 

21. Kit, selon la revendication 20, garacterise par le fait que la premiere amorce 
est associee a une sequence d'acides nucleiques promotrice pour la fixation d'une 
polymerase. 

22. Kit, selon 1'une quelconque des revendications 20 ou 21, caracterise par le 
fait qu' il comporte au moins une sonde oligonucleotidique, specifique de la sequence 
amplifiee, qui consiste en une sequence comportant au moins 10, preferentiellement au 

s 15, et preferentiellement au moins 20 nucleotides successifs. 
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23. Sonde de detection qui consiste en une sequence comportant au moins 10, 
preferentiellement au moins 15, nucleotides successifs pris dans la sequence SEQ ID 
NO : 1 a 8 ou 11 a 18, dans laquelle la sonde s'hybride a une region specifique d'une 
sequence nucleotidique d'une seule espece eubacterienne. 
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X 


US 5 610 060 A (WARD JERR0LD M ET AL) 
11 mars 1997 (1997-03-11) 
SEQ ID NO 5,7 

* colonne 6, Hgne 56 - colonne 8, ligne 
14 * 


1-5,7-9, 
20,22,23 


C07H21/00 

C12N15/31 
C12Q1/68 
C12P19/34 




DE 196 16 750 A (NEWLAB DIAGNOSTIC SYSTEMS 
GMBH) 6 novembre 1997 (1997-11-06) 
SEQ ID NO 5,6 

* page 3, ligne 60 - page 4, ligne 26; 
revendications 1-12 * 


1-5,7-9, 
20,22,23 




X 


US 5 710 002 A (MILLS DALLICE I) 
20 janvier 1998 (1998-01-20) 
SEQ ID NO 27 


1,2,5,23 




X 


US 5 654 418 A (BRITSCHGI THERESA B ET 
AL) 5 aoOt 1997 (1997-08-05) 
SEQ ID NO 56 

* colonn© 13, liQn© 26 ~ colonn6 14, llcjns 
9 * 


1,6,23 








DOMAIN ES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CL.7) 


X 


WO 95 33054 A (UNIV MCGILL ;R0ZEN RIMA 
(CA); GOYETTE PHILIPPE (CA)) 
7 decembre 1995 (1995-12-07) 
SEQ ID NO 6 


1,23 


C12Q 

C12P 


X 


WO 99 58713 A (GROHMANN LUTZ ;BI0INSIDE 
GMBH (DE); GERBLING KLAUS PETER (DE); LAU) 
18 novembre 1999 (1999-11-18) 
SEQ ID NO 43 
* page 52 * 


1,2,5, 
7-9,23 




X 


FR 2 707 010 A (BIO MERIEUX) 
30 decembre 1994 (1994-12-30) 
SEQ ID NO 2 

-/- 


23 
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US 5 985 287 A (PRESTIDGE ROSS ET AL) 

16 novembre 1999 (1999-11-16) 
SEQ ID NO 81 

* exemple 8 * 

EP 0 692 540 A (BECTON DICKINSON CO) 

17 janvier 1996 (1996-01-17) 

' revendl cat Ions 4,5; exemples 1-3 * 

EP 0 328 829 A (AMOCO CORP) 
23 aoOt 1989 (1989-08-23) 
page 17, llgne 7 - page 17, llgne 39 > 
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